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本研究で は,列島内で のニホ ンザル の成立 と分布域消長 の歴史 を探 るため,遺跡か ら発掘 され
る骨片 な らび に狩猟 で採取 され た毛皮な どに残 るミ トコ ン ドリアDNAのD一 ループ可変領域の
塩基配列 を標識 として,現 生のサル と過去のサルの比較 を行 う。特 に東北地方 のニホ ンザル の過
去分布 に関す る調査 を 目標 とす る。現生 のニホ ンザルの調査結果 によれば,東 北地方 のニ ホンザ
ル では ミ トコン ドリアDNAの 均一性 が著 しく高 く,こ の原 因は最終氷河期以後 の分布地域 の拡
大 にある と想像 され ている。しか し,現 在東北地方で はニ ホ ンザル 生息域 が寸断 され,絶 滅が危
惧 され る状態 にある。そ こで本研究で は,な るべ く広 い地域 と異 なった時代 についてrnのNAの
ひ ルー プ可変領域 の分析 を行 うため,遺 跡骨片,厩 猿な どの遺骨や古骨 の組織標本 を収集 し,母
性遺伝 をす る,この遺伝標識 を用いて東北 地方を中心 としたニホ ンザル成立過程 と分布域 の変遷
について検討 を加 える。
材料 と方法
古 代骨か らのDNAの 回収並び にPCRの 方法 については,ヒ トや オオカミなどの哺乳類 か ら
の報告 があるので,それ らを参考 に した(Paabo,1989;Thornase餓Z,1989;KOlman&丁蟹Oss,
2000;SchOlz就∂1,2000;Marota&Rollo,2002)。以下 に骨試料か らのDNA抽 出法 を列記す
る。
1)骨 の粉末化
(1)骨表面 をアル コール でふ き,さ らに ドリルで 削って 上層部 を取 り除 く。
(2)削られ た表面か ら骨 の内部 まで ドリルで 削 り,骨 粉 を集 める。 この時,骨 髄部 まで達 しない
よ うにす る。
(3)新しい15mlファル コンチ ューブ に骨粉 を移す。
2)脱灰
(1)骨粉の入った15rnlファル コンチ ューブ に0.5MEDTA(pH8.0)8rn1を 加 え,暗
所37℃ で2～3日 間震盛する。そ の間,遠 心(3000rpm,10min,20℃)後,上清を捨 て
2～3回EDTAを 交換す る。
(2)EDTAによる白濁が消 えた らさ らに遠心(3000rprn,10min.,20℃)して上清 を捨て る。
(3)次に0.5MEDTA(pH8.0)5m1,10%ラウ リルサル コ シル300μ1,50mg/m1プロテ
イネースKIOOμ1を 加え,暗 所37℃ で1～2日 間イ ンキ ュベー トす る。
75


















表3.プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列





















(1)骨 粉 が 溶 解 し た 後,遠 心(3000rpm,10rnin,20℃)し て 上 清 を 新 し い15rn1フ ァ ル コ ン
チ ュ ー ブ に 移 す 。
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図3.現 世 ニ ホ ン ザ ル 由 来 骨 試 料 か ら の 塩 基 配 列 ア ラ イ メ ン ト 。
Aゴiqasawa-G-type11:ATGCTGAC曽CCCACCACA曽CCCGTCCTGAA7GCGCC望G讐CT望TGATTCCTAG宏ACA望GCA











図4.制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン(RFLP)の タ イ ピ ン グ と ミ ト コ ン ド リ アDNAD-100p(m(荘99～
m(荘341)の 塩 基 配 列 。
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表4.秋 田県 由来 の厩猿 の試料
試料 地域 内容 提供者
秋田A川 辺町 左手 佐藤善一郎
秋田B川 辺町 とりあげ婆 佐藤純一郎
秋田C秋 田市 厩ザル 三浦茂彦
秋田D鳥 海町 厩ザル 村上尚三
秋田F南 外村 厩ザル 今野隆栄
EDTA溶 液 は塩 濃 度 が 高 い の で,フ ェ ノー ル 層 よ り下 層 に くる こ とに注 意 。
(3)等量 の ク ロ ロホル ム を加 え,ク ロ ロ ホル ム 抽 出 を1回 行 う。
(4)得られ た 上清 をVivaspinカラム(Vivaspin2rnl,VivaScience社)で遠 心(5000g,5
min,20℃),さ らに2mhnilli-Q水で3～5回 水 洗 い を行 いEDTAを 除去 す る。
(5)最終 的 に カ ラム に残 っ たDNA溶 液(150～200μ1>を ピペ ッ トで 回収 す る。
3)PCR土曽準蕩
回収 され たDNA溶 液 を用 い てPCR増 幅 を行 な う。PCR条 件,反 応 液,使 用 した プ ライ マ ー
の塩 基 配 列 は 表1,表2,表3に そ れぞ れ 示 して いる。 また プ ライ マ ー の位 置 は 図1に 示 した。
結 果
1)現 世 の 骨 標本
骨 標 本 か ら実 際PCR増 幅 が 可 能 で あ るか 検 討 を行 った 。まず 現 世 のニ ホ ンザ ル の骨 標 本 か ら
DNAを 回収 し,PCR増 幅 の条 件 を検 討 した 。 白神,金 華 山,高 崎 山,志 賀 高 原,小 浜,屋 久 島
由来 の骨 標 本 か ら,骨 粉 を 削 り取 りDNAを 回収 してPCR増 幅 を試 み た 。 そ の結 果 少 な くと も
2ndPCRで増 幅 す る こ とが 分 か っ た。図2に はそ の例 として 高崎 山 と志 賀 高 原 由来 のサ ル 骨 標 本
か らのPCR増 幅 の電 気 泳 動 パ ター ンが 示 され て い る。図3は,ABI370(DNAシ ー ケ ンサ ー)に
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写真2.奈 良時代の多賀城雄から発掘された、ニホンザルの脛骨と大腿骨。
た。この実験 か ら実際にサル骨標 本か らDNAがPCR増 幅 され る ことが証 明され た。川本 ら(未
発表)は,現世 のニホ ンザル のmtDNAを単離 し,制限酵 素 によ る切断パ ター ンを調べ,そ のタイ
ピ ングを行 ったが,今回そのタイピング と塩基配列 によるタイピ ングが一致するか どうかについ
て調 べてみた。その結果 例 として 図4に 示す ように両者 のタイ ピングに重 な りがな く,1対1
に対応す る ことが分か った。現世のニホ ンザ ルに関 して得 られた結果 を以下 に示す。1)長 い間
研究室 に保存 されて いたニホ ンザルの遺骨標本か らPCRの方法によ りミ トコン ドリアDNAのD一
ループ領域 の約240ベース を増幅す ることがで きた。2)各 遺骨標本か ら得 られた塩基配列は,
それ らの遺骨標本 の地域 と同一あるいはそれ に近 い地域か ら採集 された,現存す るニホ ンザルの
塩基 配列 と同一であった。3)今 回の塩基配 列の決定による分析結果は制限酵素 による分析結果
と良 く対応 した。
2)秋田県 由来の厩猿
秋 田県か ら表4に 示すサ ンプルが得 られた ので,こ れ らのサ ンプル につ いて分析 を行 なった。
これ らの五つのサ ンプルについてDNA回 収並び にPCR増幅 を行 った ところ,鳥 海 町の厩猿(秋
田D:村 上 尚三氏提供,写 真1参 照)のD-loop領域240bp(mdl-99～md1-341>を増幅す るこ
とがで きた。そ の塩基配列 をダイ レク トシーケ ンシング によ り調 べた ところ,図5の アライ メン
トか ら明 らかなよ うに,1型(川 本,未 発表)に 属す る ことが分か った。他 の4つ のサ ンプル に
関 しては現在検 討中である。
3)岩手県 山形村 由来の厩猿
岩手県 山形村か ら比較的新 しい(50年 ～100年前)時 代の もの と思 われ る厩猿試料 を得 て,
DNA回 収並び にPCR増 幅を行 った(図6)。 山形村の厩猿 の今 回の試料 は表5に 示 したよ うに
1998年12月21日～12月22日 に入手 したサ ンプル!～$(計4検 体)で ある。今 回入手 した
山形村 の厩猿サ ンプル4個 体は,塩 基配列 を明 らか にした結果,す べてII型(大船 渡)と 一致 し
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図9.首里城か ら発 掘された、Mヨc∂ca属の右下肢骨 にお けるミ トコ ン ドリアDNAのD-100p領域 の





(後半領域)の 増幅。矢 印は2ndPCR(semi-nested)において検 出された2つ のバ ン ド(180bp、
145bp)を示 して いる。1stPCRではバ ン ドは検 出されない。
(2)サ ンプル2のPCR増 幅
左側:1s雷CRに よるmdl-79/md}244(前半領域)お よびmda61/md1-350(後半領域)の 増
幅。右側:2ndPCR(semrnested)によるmd1-99/rnd1-244(前半領域)の 増幅。矢印は
2ndPCR(semi-nested)にお いて検 出 されたバ ン ド(145bp)を示 して いる。ls℃PCRではバ ン ド
は検出 されない。
(3)サンプル2のPCR増 幅
左側:1stPCRによるmdH61/m(丑一350(後半領 域)の 増幅。 右側:2ndPCR(semi-nested)に
よるmdU61/md1-341(後半領域)の 増幅。矢 印は2ndPCR(semi-nested)において検 出された
バ ン ド(180bp)を示 して いる。lstPCRではバ ン ドは検出されな い。
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つて五葉 山と同じ母系に由来 する個体群 が生息 してお り,東北地方の他所 と異なる起源 をもつ個
体群 を形成 して いたと予想で きた。本研究 によ り山形村か ら得 られた厩猿の雌個体試料が 岩手
県南部に孤立 して いる五葉山系のサル と同一の塩基配列 を有する ことを確証する ことに成功 した。
この結果か ら,かって北上山系 に生存 していたニホ ンザ ル地域個体群 が,他 の東北諸地域 の個体
群 と母系祖先 を異 にする系統 であ る可能性が高 まった。
4)宮城県 多賀城 由来のニホ ンザル遺骨
奈良時代(3世 紀か ら9世 紀)の 骨 と思われる,多 賀城肚か ら発掘 された,ニ ホ ンザルの2
骨,脛 骨(No177ES981012.ESD5021B)並び に大腿 骨(NO1525ES980827.FSD5161B)
(写真2)に つ いてDNA回 収並び にPCR増 幅 を行 った。 この2つ の骨は,奥 松島縄文村歴史資
料館,菅 原弘樹氏 か らの提供で ある。菅原氏 によれば これ らのサル の骨は,陸 奥国府多賀城 のす
ぐ側 を流 れる奈良時代 の河川 か ら出土 した もので,河川か らは多量 のウマをは じめ,ウ シ,シカ,
イ ノシシ,イ ヌな どの解体 され た骨が散乱 した状態で 出土 してお り,これ らのサルは,出 土 した
周辺 に生息 していたものが捕獲 食用 に供 され たものな のか,あ るいは他 の地域か ら愛玩 の対象
として持 ち込 まれ たものなのか は不 明 との ことで ある。今 回 これ らの骨 についてPCR増 幅 を試
みた結果,図7に 示 したよ うに,脛 骨 のDNAの 増幅 に成功 した。そ して塩基配列 を決定 した結
果(図8),1型で あることが判 明 した。一方,大 腿 骨は,PCR増 幅はされたが,塩 基配列決定は
まだ なされて いない。
5)沖縄 県首 里城 由来のニホ ンザル遺骨
次 に約400年前 の骨 と思われ る16世紀 ～17世紀 の沖縄県首里城遺跡か ら出土 した成獣 ♀の
下顎M2近 心歯根1サ ンプルについてDNA回 収並び にPCR増 幅 を行 った。
方法:PCR増 幅に用 いたサ ーマルサイク ラーはPerkinElrnerGeneAmpPCRSystem2
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表5.岩 手県 山形村 由来 の厩猿 の試料
個体番号①～④ 地域 提供PCR増 幅部位 備考
① 一1岩 手県山形村 長内氏所有 大後頭孔右後縁
⊂卜2岩 手察山形村 長内氏所有 左眼窩裏
①一3岩 手県山形村 長内氏所有 左眼窩裏
①一4岩 手県山形村 長内氏所有 左眼窩事上部
②思 岩手県山形村 浦野氏所有 左頬骨基部 破損大の個体
③一1岩 手県山形村 浦野氏所有 大後頭孔左前縁部 右頬骨弓欠損個体adult♀
④一1岩 手県山形村 久保氏所有 右頬骨弓基底adult♂
④一2岩 手県山形村 久保氏所有 下顎左下部adult♂
表6.風 穴洞穴 由来 の試料
試料 地域 内容 番号
縄文1風 穴洞穴 メス ・頭蓋骨(側頭部の骨粉)KZ96P5513・14・15
縄文2風 穴洞穴 性別不明 ・左擁骨骨幹(骨粉)KZ960545
縄文3風 穴洞穴 性別不明 ・上腕骨遠位部(骨粉)KZ96P5423
表7.鹿 児島大学農学部西中川駿氏よ り提供(骨16、 歯16、 計32)
採集地域 内容 個数 時代 個体番号
草野1草 野貝塚サル1骨2縄 文 ・薩摩19HS,109163
歯28L29,1001115





黒川洞穴1特 記なし 骨2縄 文 ・薩摩6-3NO2
歯2FIV同 一7
川上貝塚1(二市来貝塚〉 特記な し 骨1?縄 文後期 丁127-49
歯241T1
柊原貝塚1A9、 一括25骨2縄 文 ・大隈KKA-9,KKA-9








一陣長崎鼻(種子島)No .21982歯1縄 文後期 番号なし、
阿獄1(種子島)特 記なし 歯1弥 生 番号なし




400を 使用 した。 なお,PCR産 物 の精 製はス ピンカ ラム300(MicrOSpinTMS-300HR
COlumn;AmershamPharmaciaBiotech社製)で 精製 した。
結果:は じめに,従来 のD-100p増幅(242bp)のためにデザ イ ンされた,2組 みのプライ マー,
mdr-L/mdr-393(1stPCR)およびmdr-99/rndr-341(2ndPCR)を用 いて,増 幅 を試 みた と
ころ,バ ン ドは検 出されなかった。そ こで,こ の増 幅領域 を2つ に分け,そ れぞれ増 幅す る大 き
さが150bp前後 にな るよ うにプ ライマー をデザイ ン した。前半部 はmdr-79/mdr-244(1stPCR)
およびmdr-99/rndr-244(seminested2ndPCR),後半部はmdr-161/rndr-350(1stPCR)
お よびmdr-161/mdr-341(serninested2ndPCR)を用いて増幅 を試みた ところ,2つ のtern-
plateからそれぞれ約145bp(前半部)お よび180bp(後半部)の バ ン ドが増幅 された。 これ ら
の増幅バ ン ドを精製 して,塩基配列 を決定 し,前半部 と後半部 の配列 をアライ メン トした ところ,
200bp,239bpの塩基配列が得 られ た(図9)。これ らの配 列 を6つ の既知配列:鯵 ヶ沢(タ イ プ
1)(川本,未 発表),大船渡(タイ プ2)(川本,未 発表),ヤクシマザル(川 本 ら,未発表),Mac∂ca
mα1a鉱a(lndia)(川本,未 発表)と アライ メン トした と ころ,図10か ら分 かるよ うに,2つ
のDNAサ ンプル ともヤ クシマサル と同一 の配列で ある ことが判 明 した。なお,こ の結果は,毛
利 ら(2000)によ りす で に報告 されて いる。
今 後の課 題
表6の 試料(写 真3,4、5参 照)は 今 回PCR増 幅を試みたが,増 幅 しなか ったサ ンプルで
あ る。今後継続 して,検 討 して いきた い。表7の 試料は鹿児島大学農学部西 中川駿氏 よ り提供 を
うけた縄 文時代 の遺骨で あるが,今 後PCR増 幅 して,塩 基配 列 を決定する予定であ る。また写真
5は種子島 由来 のMacaca属の遺 骨であ る。今後 これ らの遺骨 につ いて もミ トコン ドリアDNA
タイピ ングをす る予定で ある。
難 叢
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ま とめ
今 回 の研 究 で は,秋 田県 鳥 海 町,岩 手 県 山形 村,宮 城 県 多 賀 城,沖 縄 県 首 里 城 か らのニ ホ ンザ
ル の遺 骨 の ミ トコ ン ドリアDNAのD一 ル ー プ可 変 領 域 の塩 基 配 列 を決 定 した 。そ の結 果,鳥 海
町 と多 賀 城 が1型 で,山 形 村 がII型 で あ る こ とが分 か っ た。 こ の結 果 は,川 本(1997)の現 世 の タ
イ ピ ング の分 布 と極 め て 良 く呼 応 す る と とも に,現 在 分 布 して い な い地 域 に も,か つて1型 やH
型 が 存 在 して い た こ とが 確 証 され た。一 方,首 里 城 の遺 骨 は,ヤ ク シマ ザ ル と同 じタ イ プ を持 っ
て い る こ とが 分 か っ た。 したが っ て,こ の首 里城 出土 骨 は16～17世 紀 前 後 に屋 久 島か ら沖 縄 に
持 ち込 まれ た サ ル の遺 骨 と考 え られ た。
本 研 究 は,科 学 研 究 費補 助 金(基 盤研 究(B)(1),課題 番 号11440249、研 究 代 表 者:茂 原 信 生 〉
の援 助 を受 けて 行 った 。
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写真6.種子島由来 のM3caca属の骨格 と歯。左 上側:左 右下顎 と犬歯,右 上側:左 右 下顎
骨、 中央左:右 下顎 骨、 中央 右側:右 上顎骨 片 と犬歯、小臼歯、下左側:上 顎の切歯な
ど,下 右側:上 腕骨 近位部。
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